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Mechanizmy dzia∏ania cytostatycznego nowych analogów puryn
Anna Szmigielska-Kap∏on,Tadeusz Robak
Tematem pracy sà mechanizmy dzia∏ania przeciwnowotworowego nowych leków z grupy analogów puryn: pentostatyny
(deoksykoformycyny, DCF), kladrybiny (2-chlorodeoksyadenozyny, 2-CdA) i fludarabiny (FAMP). Pochodne purynowe
nale˝à do antymetabolitów. Leki te sà wbudowywane w miejsce prawid∏owych nukleotydów do ∏aƒcucha DNA, zaburzajàc
w ten sposób jego syntez´ w komórkach szybko dzielàcych si´. Pentostatyna jest silnym inhibitorem deaminazy adenozyny,
g∏ównego enzymu metabolizujàcego puryny w ustroju. Kladrybina i fludarabina sà oporne na dzia∏anie tego enzymu, dzi´ki
czemu mogà osiàgaç wysokie st´˝enia w komórkach docelowych. Zwiàzki te nale˝à do nielicznych leków
przeciwnowotworowych, które dzia∏ajà nie tylko na komórki dzielàce si´, ale tak˝e na komórki znajdujàce si´ w fazie
spoczynkowej. Nowe analogi puryn, zaburzajàc metabolizm komórek o niskiej aktywnoÊci mitotycznej, prowadzà do
wyczerpania zapasów zwiàzków wysokoenergetycznych, co prowadzi do programowanej Êmierci komórki, czyli apoptozy. Leki
te indukujà apoptoz´ w mechanizmie kontrolowanym przez bia∏ko p53 oraz rodzin´ bia∏ek bcl-2. Fludarabina i kladrybina
majà szczególne powinowactwo do komórek limfoidalnych ze wzgl´du na ich korzystnà konstelacj´ enzymatycznà, co
decyduje o ich swoistym dzia∏aniu na te komórki i niskiej toksycznoÊci w stosunku do innych tkanek.
Ze wzgl´du na swój mechanizm dzia∏ania nowe analogi puryn znalaz∏y zastosowanie w leczeniu przewlek∏ych chorób
limfoproliferacyjnych, takich jak nieziarnicze ch∏oniaki o niskim stopniu z∏oÊliwoÊci i przewlek∏a bia∏aczka limfatyczna.
Fludarabina i kladrybina zwi´kszajà st´˝enie w komórkach blastycznych aktywnych metabolitów podstawowego leku
stosowanego u chorych na ostrà bia∏aczk´ szpikowà – arabinozydu cytozyny. Dzi´ki tej korzystnej interakcji nowe analogi puryn
sà z powodzeniem ∏àczone z arabinozydem cytozyny u pacjentów z nawrotem bia∏aczki, lub u chorych opornych na
standardowo stosowane leczenie.
Mechanisms of cytostatic activity of new purine analogues
The article concerns mechanisms of cytostatic activity of new purine analogues: pentostatin (deoxycoformycin, DCF),
cladribine (2-chlorodeoxyadenosine, 2-CdA) and fludarabine (FAMP). Purine analogues act as antymetabolits. The drugs are
incorporated instead of natural nucleotides into DNA interfering with its synthesis in rapidly dividing cells. Pentostatin is
a potent inhibitor of adenosine deaminase, a key enzyme in purine metabolism. Cladribine and fludarabine are resistant to this
enzyme and thus can reach high concentrantions in target cells. These drugs are unique chemotherapeutics: they are active not
only against dividing cells, but also against resting ones. New purine analogues cause shortage of high-energy compounds that
result in programmed cell death, called apoptosis, in cells with low mitotic activity by interfering with their metabolism.
Apoptosis triggered by these drugs is controlled by p53 protein and bcl-2 protein family. Fludarabine and cladribine accumulate
in lymphoid tissue because of specific enzymes present in lymphocytes. It explains high selectivity of these drugs for lymphocytes
and low toxicity in other tissues.
Because of their mechanism of action, new purine analogues are used in treatment of chronic lymphoproliferative disorders,
such as low-grade non-Hodgkin lymphomas and chronic lymphocytic leukaemia. Fludarabine and cladribine increase the
concentration of active metabolites of basic compound applied in acute myeloblastic leukaemia – arabinoside cytosine – in
blast cells. Due to this interaction new purine analogues are succesfuly combined with cytosine arabinoside in relapsed or
refractory to standard chemotherapy patients with acute myeloblastic leukaemia.
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Wst´p
Po zaobserwowaniu du˝ej aktywnoÊci cytarabiny rozpo-
cz´to badania nad innymi pochodnymi zawierajàcymi
arabinoz´. Arabinozyd adenozyny (widarabina) okaza∏
si´ jednak ma∏o skuteczny [1], przede wszystkim z po-
wodu szybkiej inaktywacji przez deaminaz´ adenozyny
(ADA). Jest to kluczowy enzym w szlaku metabolicznym
puryn w ustroju. Wrodzony niedobór ADA jest zwiàzany
z ci´˝kim z∏o˝onym niedoborem odpornoÊci (SCID)
u dzieci, przebiegajàcym z limfopenià i defektami odpo-
wiedzi komórkowej i humoralnej [2]. ADA katalizuje
deaminacj´ adenozyny do inozyny i deoksyadenozyny do
deoksyinozyny [3].
Wprowadzenie do czàsteczki nukleotydów adenino-
wych atomu fluorowca powoduje opornoÊç leku na dzia-
∏anie tego enzymu. W ten sposób Montgomery i Hew-
son zsyntetyzowali 1-D-arabinofuranosyl-2-fluoroadenin´
(fludarabin´, FAMP) (4). Ze wzgl´du na lepszà rozpusz-
czalnoÊç lek jest stosowany w postaci 5’monofosforanu.
Innym nukleotydem opornym na dzia∏anie ADA, jest kla-
drybina (2-chlorodeoksyadenozyna, 2-CdA), zawierajà-
ca atom chloru (5,6). Pentostatyna (deoksykoformycyna,
DCF) ró˝ni si´ istotnie mechanizmem dzia∏ania od FAMP
i 2-CdA. Jest ona nieodwracalnym inhibitorem ADA. Po-
czàtkowe próby kliniczne wykazywa∏y aktywnoÊç przeciw-
nowotworowà tego leku, lecz równoczeÊnie du˝à toksycz-
noÊç zw∏aszcza po podaniu w wysokich dawkach.
Budowa chemiczna
DCF jest strukturalnym analogiem deoksyadenozyny pro-
dukowanym przez Streptomyces antibioticus i Aspergillus
indulans. FAMP jest pochodnà adenozyny, w której atom
wodoru w pozycji 2 pierÊcienia purynowego zastàpiono
atomem fluoru. Reszt´ cukrowà tego nukleozydu stanowi
arabinoza zamiast deoksyrybozy. 2-CdA jest analogiem
deoksyadenozyny, w którym atom wodoru w pozycji
2 pierÊcienia purynowego zastàpiono atomem chloru. Bu-
dow´ chemicznà leków przedstawia Rycina 1.
Farmakokinetyka
Losy DCF w ustroju mo˝na opisaç otwartym modelem
dwukompartmentowym. T1/2α wynosi ok. 9 minut, t1/2β
– ok. 5 godzin. Ârednià obj´toÊç dystrybucji obliczono na
23 l/m2. Lek jest wydalany g∏ównie z moczem, klirens ner-
kowy wynosi 57 ml/min/m2 [7].
Farmakokinetyk´ FAMP badano po szybkiej infuzji
do˝ylnej w dawce 80–260 mg/m2. Losy leku mo˝na przed-
stawiç otwartym modelem trójkompartmentowym. T1/2α
wynosi 5 min., t1/2β – 1,4 h, t1/2γ – 10,4h. Ârednia obj´toÊç
dystrybucji wynosi 44,2 l/m2. FAMP ∏atwo przenika do
tkanek i w ma∏ym stopniu kumuluje si´ w organizmie.
G∏ównà drogà wydalania sà nerki, klirens wynosi Êred-
nio 67,9 ml/min./m2 [8].
Losy 2-CdA opisuje otwarty model trójkompartmen-
towy. T1/2α wynosi 8 minut, t1/2β – 1,2 h, a t1/2γ – 6,3h.
Czas pó∏trwania leku w tkankach wynosi 23 h, a obj´toÊç
dystrybucji – 9,2 l/kg. Lek jest wydalany przede wszystkim
przez nerki [9]. Parametry farmakokinetyczne leków
przedstawia Tabela I.
FAMP i 2-CdA majà dobrà dost´pnoÊç po podaniu
drogà doustnà. Biodost´pnoÊç 2-CdA wynosi 55% [9],
a FAMP – 75% [10]. Stwarza to mo˝liwoÊci stosowania
preparatów w bardziej wygodnej dla pacjentów postaci.
Mechanizm dzia∏ania
Nieodwracalne zahamowanie ADA przez DCF powodu-
je nadmierne gromadzenie jednego z substratów tego en-
zymu – 2’deoksyadenozyny. Zwiàzek ten wchodzi na inny
szlak metaboliczny – jest fosforylowany przez kinaz´ de-
oksyadenozyny do trójfosforanu (dATP). Synteza deoksy-
nukleotydów, substratów niezb´dnych do powstania
DNA, odbywa si´ dzi´ki reduktazie rybonukleotydowej.
Nadmiar któregokolwiek produktu zmniejsza aktywnoÊç
tego enzymu i hamuje powstawanie wszystkich deoksy-
nukleotydów. Nadmiar dATP, powodowany przez zaha-
mowanie ADA, zmniejsza aktywnoÊç reduktazy rybonu-
kleotydowej i w konsekwencji wywo∏uje niedobór sub-
stratów niezb´dnych do syntezy DNA. Akumulacja dATP
powoduje równie˝ zmniejszenie zawartoÊci nukleotydu
nikotynamidoadeninowego (NAD) w komórce. W wyniku
niedoboru NAD dochodzi do zahamowania syntezy ATP,
a zmniejszenie jego st´˝enia powoduje Êmierç proliferujà-
cych i spoczynkowych limfocytów [11].
2-CdA i FAMP, dzi´ki wprowadzeniu atomu fluorow-
ca do czàsteczki, sà oporne na dzia∏anie ADA. Leki te
nie sà tak szybko jak inne analogi puryn rozk∏adane przez
ten enzym i mogà osiàgaç wysokie st´˝enia w komórkach
przez d∏ugi czas w porównaniu z innymi antymetabolitami.
2-CdA i FAMP ulegajà w organizmie przekszta∏ceniu do
aktywnych metabolitów – 5’trójfosforanów. Oba leki ma-
jà szczególne powinowactwo do komórek limfoidalnych,
które charakteryzujà si´ du˝à aktywnoÊcià kinazy cytydy-
lanowej, odpowiedzialnej za ich fosforylacj´ i ma∏à ak-
tywnoÊcià 5’nukleotydazy [12]. Warunkuje to cz´Êciowà se-
lektywnoÊç obu leków – silne dzia∏anie na komórki limfo-
idalne i stosunkowo niskà toksycznoÊç w stosunku do
innych tkanek.
Nowe analogi puryn dzia∏ajà cytotoksycznie zarówno
na komórki dzielàce si´, jak i na komórki pozostajàce
w fazie spoczynku. 2-CdA i FAMP, zaburzajàc równowag´
deoksynukleotydów w komórkach oraz obni˝ajàc aktyw-
Tab. I. Parametry farmakokinetyczne pentostatyny (DCF), 
fludarabiny (FAMP) i kladrybiny (2-CdA)
Parametr CDF F-ara-A 2-CdA
T1/2 9 min 5 min 8 min
T1/2 5,0 h 1,4 h 1,2 h
T1/2 - 10,4 h 6,3 h
Vd 23 l/m2 44,2 l/m2 9,2 l/kg
Cl 57 ml/min/m2 67,9 ml/min/m2 -
Vd – Êrednia obj´toÊç dystrybucji
Cl – klirens
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noÊç reduktazy nukleotydowej, hamujà syntez´ DNA.
Nowe analogi puryn sà tak˝e inhibitorami polimeraz
DNA, powodujàc zmniejszenie wiernoÊci replikacji in-
formacji genetycznej. Wbudowywanie obu zwiàzków do
∏aƒcucha DNA w miejsce prawid∏owych nukleotydów po-
woduje powstawanie b∏´dów w informacji genetycznej,
a tak˝e jest cz´sto sygna∏em do zakoƒczenia replikacji.
FAMP jest wprowadzana nie tylko do ∏aƒcucha DNA,
ale tak˝e do RNA, hamujàc jego syntez´ [8]. FAMP zabu-
rza procesy replikacji poprzez hamowanie aktywnoÊci pri-
mazy i ligazy DNA.
AktywnoÊç kinazy deoksycytydylanowej jest regulo-
wana przez poziom deoksynukleotydów, szczególnie
dCTP (deoksycytydynotrójfosforan). Obni˝enie st´˝enia
dCTP przez inkubacj´ in vitro komórek bia∏aczkowych
z FAMP zwi´ksza aktywnoÊç tego enzymu. Przyspiesza
to fosforylacj´ FAMP i innych substratów kinazy cytydyla-
nowej, np. 2-CdA i arabinozydu cytozyny (Ara-C).
FAMP jest wbudowywany do DNA zamiast dATP.
Hamowanie przez fludarabin´ reduktazy rybonukleotydo-
wej zmniejsza st´˝enie dATP (deoksyadenozyno-
trójfosforan), z którym FAMP konkuruje o w∏àczenie do
DNA. Powoduje to zwi´kszenie wbudowywania fosforanu
fludarabiny do ∏aƒcucha DNA [8]. Kladrybina i fludarabi-
na nasilajà cytostatyczne dzia∏anie cytarabiny. Badania
na komórkach bia∏aczki mieloblastycznej wykaza∏y, ˝e
zmniejszenie st´˝enia deoksynukleotydów, spowodowane
zahamowaniem dzia∏ania reduktazy rybonukleotydowej
przez FAMP, jest zwiàzane ze zwi´kszeniem szybkoÊci
fosforylacji Ara-C przez kinaz´ deoksycytydynowà [13].
FAMP podawana przed Ara-C zwi´ksza akumulacj´ ko-
mórkowà trójfosforanu arabinozydu cytozyny (Ara-CTP),
który jest aktywnym metabolitem [13]. Istnieje zwiàzek
mi´dzy zdolnoÊcià blastów bia∏aczkowych do magazyno-
wania Ara-CTP, a odpowiedzià na cytarabin´. Wykaza-
no, ˝e podanie FAMP przed Ara-C zwi´ksza szybkoÊç
syntezy Ara-CTP w krà˝àcych komórkach bia∏aczkowych.
Nowe analogi puryn, jako jedne z niewielu leków
przeciwnowotworowych, dzia∏ajà na komórki pozostajàce
w stanie spoczynku. Dlatego leki te znajdujà zastosowanie
w przewlek∏ych chorobach limfoproliferacyjnych, takich
jak ch∏oniaki o niskim stopniu z∏oÊliwoÊci oraz przewlek∏a
bia∏aczka limfatyczna (PBL) [15-24]. W nowotworach
tych dochodzi do akumulacji dojrza∏ych komórek limfo-
idalnych o niskim potencjale proliferacyjnym W komór-
kach spoczynkowych analogi puryn indukujà proces apop-
tozy, czyli programowanej Êmierci komórki. Na skutek
zaburzenia równowagi deoksynukleotydów oba leki powo-
dujà aktywacj´ endonukleaz i powstawanie licznych p´k-
ni´ç podwójnej nici DNA. Prowadzi to do nasilenia inten-
sywnoÊci procesów naprawczych, wymagajàcych du˝ej ilo-
Êci NAD. Wyczerpanie si´ zapasów tego zwiàzku,
stanowiàcego g∏ównà rezerw´ energetycznà komórki, pro-
wadzi w efekcie do jej Êmierci [25-27].
Apoptoza, którà wywo∏ujà analogi puryn, jest indu-
kowana przez uk∏ad bia∏ka p53, a tak˝e bia∏ka rodziny
bcl-2 [28,29]. P53 jest genem supresorowym, który pe∏ni
kluczowà rol´ w kontrolowaniu apoptozy oraz cyklu ko-
mórkowego [30]. Produkt genu p53 – bia∏ko p53 oddzia∏y-
wuje odmiennie na komórki zdrowe i nowotworowe.
W komórkach prawid∏owych powoduje zablokowanie po-
dzia∏ów komórkowych, a w komórkach nowotworowych
indukuje apoptoz´. Ró˝ne efekty dzia∏ania bia∏ka p53 na
komórki prawid∏owe i patologiczne warunkujà cz´Êcio-
wà specyficznoÊç wielu leków cytostatycznych. Wzrost po-
ziomu bia∏ka p53 wywo∏uje nasilenie transkrypcji mdm-2
mRNA. Bia∏ko mdm-2 ∏àczy si´ z bia∏kiem p53 i inakty-
wujàc je, zmniejsza nasilenie apoptozy. Mechanizm ten
stanowi sprz´˝enie zwrotne kontrolujàce proces progra-
mowanej Êmierci komórki. Podwy˝szony poziom mdm-2
Êwiadczy o aktywnoÊci bia∏ka p53 w komórce, nie zaobser-
wowano natomiast, sugerowanej przez niektórych auto-
rów, opornoÊci na leczenie analogami puryn w przypad-
kach nadmiernej ekspresji mdm-2 [28].
Mutacje genu p53, cz´ste w nowotworach litych, wy-
st´pujà równie˝, choç rzadziej, w nowotworowych cho-
robach uk∏adu krwiotwórczego i wià˝à si´ z dynamicz-
nym przebiegiem choroby, z∏ym rokowaniem i znacznà
opornoÊcià na leczenie cytostatykami, w tym równie˝ ana-
logami puryn [31-34]. W badaniach in vitro stwierdzono,
˝e dysfunkcja genu p53 zmniejsza nasilenie apoptozy wy-
wo∏anej przez analogi puryn, jednak nie hamuje tego pro-
cesu ca∏kowicie [35, 36]. Programowana Êmierç komórki
prawdopodobnie zachodzi przy udziale bia∏ka p53, jak
równie˝ na drodze od niego niezale˝nej. Pettitt i wsp.
[36] sugerujà, ˝e opornoÊç na nowe pochodne purynowe
Ryc. 1. Struktura chemiczna 2’deoksyadenozyny, 2-CdA, FAMF i DCF
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u chorych na PBL, u których wyst´pujà mutacje genu
p53, jest zwiàzana z powstawaniem klonu lekoopornego
na skutek niestabilnoÊci genomu, wynikajàcej z niepra-
wid∏owej funkcji bia∏ka p53. Uzasadnione jest wi´c wcze-
sne i intensywne leczenie tych pacjentów nowymi leka-
mi z grupy analogów puryn, aby kontrolowaç chorob´,
zanim rozwinie si´ lekoopornoÊç [36].
Bia∏ko p53 wywo∏uje apoptoz´ poprzez wp∏yw na
uk∏ad bia∏ek rodziny bcl-2. Bcl-2 jest bia∏kiem zwiàzanym
z b∏onà komórkowà, które poprzez zdolnoÊç inaktywacji
wolnych rodników oraz wp∏yw na dystrybucj´ jonów wap-
nia, chroni komórki przed Êmiercià w procesie apoptozy.
Poznano wiele bia∏ek podobnych strukturalnie do bcl-2.
Bia∏ka bcl-xl, A1, mcl-1 majà regiony BH1-BH4 homolo-
giczne do bcl-2 i podobnie jak bcl-2 wyd∏u˝ajà czas prze-
˝ycia komórek. Bia∏ka bax, bcl-xs, bak, bok/mtd, zawiera-
jà tylko 2 lub 3 domeny BH i majà dzia∏anie proapopto-
tyczne. Bia∏ko bax ma postaç b∏onowà, a tak˝e dwie formy
cytoplazmatyczne. Tworzy ono z bia∏kiem bcl-2 po∏àcze-
nia, najprawdopodobniej w formie heterodimerów, lub
wi´kszych konglomeratów. Stàd wa˝niejszy jest wzajemny
stosunek zawartoÊci bax i bcl-2, ni˝ bezwzgl´dne wartoÊci
st´˝eƒ ka˝dego z tych bia∏ek w komórce. Jonhston i wsp.
[28] nie zaobserwowali zmian aktywnoÊci bax i bcl-2 w lim-
focytach pochodzàcych od chorych na przewlek∏à bia∏acz-
k´ limfatycznà, wra˝liwych i opornych na dzia∏anie FAMP.
ObecnoÊç licznych kompleksów bax zaobserwowali na-
tomiast Thomas i wsp. [36] u chorych na PBL, leczonych
tym Êrodkiem. Bax jest odpowiedzialny za wywo∏ywanie
typowych dla apoptozy zmian w mitochondriach, np. utra-
ty gradientu elektrochemicznego przez b∏on´ wewn´trznà,
co powoduje produkcj´ wolnych rodników nadtlenko-
wych [38]. Innym efektem dzia∏ania bax jest wydzielanie
cytochromu c oraz jonów wapnia z matrix mitochondrial-
nego do cytozolu. Cytochrom c obecny w cytoplazmie po-
woduje aktywacj´ procesów proteolitycznych i aktywacj´
kaspaz [39].
G∏ówny mechanizm efektorowy apoptozy tworzà
specyficzne asparaginazy serynowe – kaspazy. Enzymy te
zawierajà seryn´ w centrum katalitycznym i powodujà
proteoliz´ w miejscu aminokwasu asparaginy. Kaspazy
sà obecne w komórkach w formie nieczynnych zymoge-
nów, aktywowanych na drodze proteolizy. Cz´Êç z nich
to enzymy o w∏aÊciwoÊciach autokatalitycznych, np. kaspa-
za 8 i 9. Sà to tzw kaspazy inicjujàce, które majà zdol-
noÊç aktywacji kaspaz efektorowych, odpowiedzialnych
za bezpoÊrednie dzia∏ania toksyczne w stosunku do or-
ganelli komórkowych. Kaspazy efektorowe aktywujà rów-
nie˝ inne enzymy np. czynnik fragmentujàcy DNA, zwany
równie˝ DNAzà, aktywowanà przez kaspazy [30].
Bia∏ka rodziny bcl-2, hamujàce apoptoz´, uniemo˝li-
wiajà bia∏ku apaf-1 aktywacj´ kaspazy 9. Âmierç komórki
jest indukowana wówczas, gdy bia∏ka proapoptotyczne
np. bax ∏àczà si´ z antyapoptotycznymi np. bcl-2, zwi´ksza-
jàc st´˝enie wolnego bia∏ka apaf-1, które mo˝e aktywowaç
uk∏ad kaspaz [30].
Innym mechanizmem indukcji apoptozy jest zwi´k-
szanie ekspresji antygenu CD95, nale˝àcego do rodziny
receptorów dla czynnika martwicy nowotworów (TNF-R)
[39, 40]. Pobudzenie receptora CD95, wywo∏uje w efekcie
autokatalitycznà aktywacj´ kaspazy 8. Ta droga indukcji
apoptozy, niezale˝na od bia∏ek rodziny bcl-2, stanowi jeden
z mechanizmów cytotoksycznego dzia∏ania cytarabiny [40];
jej udzia∏ w wywo∏ywaniu procesu apoptozy przez nowe
analogi puryn wymaga dalszych badaƒ.
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